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@) DISPOSITIF DE MESURE DE L'ACTIVITE ELECTRIQUE D'ELEMENTS BIOLOGIQUES ET SES 



(57) L'invention se rapporte & un disposltif pour mesurer 
I'activite electrique d'elements biologiques, comprenant un 
substrat (12) presentant au moins une ouverture (120) pour 
le logement d'un element biologique (18), et caracterise en 
ceque: 

- il comprend deux plaques (11,13) disposees de part et 
d'autre du substrat et munies chacune, sur leur face dispo- 
see en recjard du substrat, d'au moins une Electrode (110, 
130) situee en vis-a-vis de I'ouverture (120) du substrat 
(12); 

- ces plaques et I'ouverture (120) du substrat (12) deli- 
mitent une chambre (19) qui estremplie, en condition d'uti- 
lisation du dispositif, d'un milieu liquide; et 

- chacune des plaques (11, 13) disposes de part et 
d'autre du substrat (12) comporte au moins un canal pre- 
nant naissance dans iadite chambre et reliant cette derniere 
a I'exterieur dudit dispositif. 
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dispositif de mesure de l'activite electrique 
d 1 elements biologiques et ses applications 

description 

5 

DOMAINS DE L' INVENTION 

La presente invention se rapporte a un 
dispositif de mesure de I'activite electrique d'un ou 
plusieurs elements biologiques, et plus specialement a 
10 un dispositif permettant de mesurer en parallele 
I'activite electrique d'une pluralit6 d' Elements 
biologiques . 

Elle se rapporte egalement aux applications 
de ce dispositif. 

15 Dans ce qui precede et ce qui suit, on 

entend par "element biologique", tout Pigment naturel 
ou artificiel dont au moins une partie est formee d'une 
membrane biologique ou reproduit les caract£ristiques 
structurelles et/ou f onctionnelles d'une membrane 

20 biologique. 

Ainsi, il peut s 1 agir d'une cellule 
biologique entiere ou d'un organelle de cellule 
biologique du type vacuole, appareil de golgi, 
mitochondrie, reticulum endoplasmique, lysosome, d'un 

25 fragment de membrane biologique, agrement6 ou non de 
parties cytosoliques, d'une bicouche lipidique 
artificielle tel qu'un film de phosphatidylcholine ou 
de phosphatidylglycerol, dotee d'un ou plusieurs pores 
proteiques, ou encore d'une membrane biomimetique . 

30 La genese et la transmission des signaux 

electriques presents dans les cellules biologiques est 
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sous la dependance de proteines transmerabranaires qui 
forment des pores dans l'epaisseur des membranes 
plasmiques et assurent le passage d'ions (Na + , Ca ++ ; K + 
et CI") au travers de ces membranes, d'ou leur nom de 
5 canaux ioniques . La plupart de ces canaux ioniques 
s'ouvre en reponse a une perturbation specif ique de la 
membrane dans laquelle ils se trouvent et qui peut at re 
li§e, soit k un changement du potent iel elect rique de 
cette membrane (on parle alors de canaux sensibles au 
10 voltage ou voltage dependants), soit & la fixation d ! un 
ligand sur un recepteur membranaire (on parle alors de 
recepteurs- canaux) . 

On sait aujourd'hui qu'un dysfonctionnement 
de certains canaux ioniques est implique dans des 
15 pathologies majeures parmi lesquelles on peut citer 
I'epilepsie, les myotonies, l'ataxie c6r£bro-spinale, 
1 'hypertension arterielle, 1 » insuf f isance cardiaque, 
les arythmies comme le syndrome de quadriarythmie 
ventriculaire et le syndrome de Jervell et Lange 
20 Nielsen, la mucoviscidose, le diabdte et certaines 
affections r^nales comme les syndromes de Bartter et 
Gritelman et le pseudohypoaldesteronisme (PHDA) de type 
1. De m§me, certains canaux ioniques apparaissent §tre 
impliques dans la gendse et la regulation des messages 
25 nociceptifs qui sont a l'prigine des douleurs aigues et 
des douleurs chroniques. 

Le dispositif selon 1 ! invention est done 
susceptible de constituer un outil de choix pour la 
recherche pharmaceutique, et notamment pour la 
30 r6alisation d 1 etudes visant a mieux comprendre les 
mecanismes responsables au niveau cellulaire des 
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affections liees & un dysf onctionnement des canaux 
ioniques, §l identifier les sites et les modes d 1 action 
des medicaments deja reconnus comme efficaces dans le 
traitement de ces affections et, a partir de la, a 
5 d^velopper de nouveaux medicaments plus act if s et plus 
specif iques que ceux dont on dispose de j a . 

En particulier, le dispositif selon 
l 1 invention peut trouver une application dans le 
domaine de la pharmacologie, pour 1 f etude d 1 antidotes, 

10 de medicaments contre certains poisons ou venins, par 
exemple de scorpions) , pour le criblage k moyen ou haut 
debit de molecules ayant pour cibles des canaux 
ioniques et pouvant, de ce fait, presenter un interSt 
therapeutique, ou de candidats medicaments afin 

15 d'evaluer leurs effets et/ou leur toxicite, ainsi que 
dans le domaine de la pharmacovigilance . 

II peut egalement etre utilise pour le 
diagnostic de pathologies liees & un dysf onctionnement 
des canaux ioniques • 

20 Par ailleurs, les canaux ioniques de type 

r^cepteurs- canaux peuvent etre utilises comme 
"capteurs" ("channel sensors") , dans la mesure ou toute 
modification de leur activite electrique traduit la 
presence d'une molecule qu'ils sont aptes a detecter. 

25 Des lors, le dispositif selon l 1 invention est egalement 
susceptible d'etre utilise dans le domaine de 
I'environnement, par exemple pour detecter des 
polluants, dans les industries qui effectuent des 
contr61es quality sur leurs chaxnes de fabrication et 

30 sur les produits qui en sont issus comme les industries 
agroalimentaire, pharmaceutique et cosmetique, ainsi 
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que dans tous les autres secteurs oil il est usuel 
d'effectuer des analyses toxicologiques . 

ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

5 C'est en 1981 qu'a ete mise au point par 

NEHER et SAKMANN la technique d'^tude des canaux 
ioniques qui est encore la plus performante 
aujourd'hui, & savoir le "patch- clamp" (HAMIIiL et al . 
Pflugers Arch., 1981, 391:85-100) [1] . Cette technique 

10 permet de controler ("clamp") les differences de 
potent i el £lect rique transmembranaire au niveau d'un 
fragment ("patch") de membrane plasmique ou d'une 
cellule entidre et, partant, d»acc6der directement aux 
flux ioniques circulants au travers des canaux ioniques 

15 de ce fragment de membrane ou de cette cellule. 

En pratique, elle consiste a appliquer une 
micropipette en verre sur la membrane plasmique d'une 
cellule et £ etablir, par aspiration dans la 
micropipette, un scellement de haute resistance, de 

20 1 1 ordre du gigaohm (d'oil le fait qu'il est usuellement 
designe par le terme anglo-saxon "gigaseal") , entre 
I'extr^mite de cette micropipette et le fragment de 
membrane sur lequel elle se trouve (configuration 
"cell-attached"), Inspiration pouvant etre poursuivie 

25 jusqu'a obtenir l'ouverture de ce fragment de membrane 
(configuration "whole-cell") . Le fragment de membrane 
peut etre isol6 du reste de la cellule par excision 
m^canique : on parle alors de configurations "inside- 
out" ou "outside-out " . 
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II est alors possible, en appliquant une 
tension §lectrique constante au fragment de membrane ou 
a la cellule et en enregistrant les variations de cette 
tension, de mesurer I'activite £lectrique resultant 
5 d'un changement d'etat (ouverture ou fermeture) des 
canaux ioniques situes sur le seul fragment de membrane 
isole en configuration "cell-attached 1 ' ou excis<§e, ou 
sur 1 1 integrality de la membrane cellulaire en 
configuration "whole -cell 11 • 

10 S f il est incontestable que la technique de 

"patch-clamp" a permis k la recherche, du fait de sa 
sensibility de faire des avancees considerables dans 
la connaissance des canaux ioniques, et £ I'industrie 
pharmaceutique de disposer d*un outil de criblage de 

15 molecules aptes a agir sur les canaux ioniques, il 
s'avdre qu'elle ne donne pas totalement satisfaction. 

En effet, elle pr£sente, en premier lieu, 
1 1 inconvenient d'etre tres sensible aux bruits 
electriques et aux vibrations du milieu environnant et, 

20 par consequent, £ de n^cessiter une infrastructure 
relativement importante (tables anti-vibrations, cages 
de Faraday, destin€e £ neutraliser les effets 

interferents de ces bruits et vibrations. 

Par ailleurs, il s'agit d'une methode 

25 entierement manuelle, qui est assez lourde a met t re en 
ceuvre, notamment en raison de ce que les micropipettes 
en verre qu'elle utilise, doivent §tre prepares avant 
chaque mesure par etirage et usinage de capillaires, et 
qui requiert la presence d , un exp6rimentateur hautement 

30 qualifi£, en particulier pour positionner 

convenablement ces micropipettes et pour obtenir le 
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gigaseal, sachant que Inspiration qui permet de 
rEaliser ce gigaseal est effectu§e a la bouche. 

Au surplus, le nombre d ' echanti lions 
pouvant §tre examines par unite de temps est assez 
5 faible et le pourcentage d'echecs important. A titre 
indicatif, un experimentateur chevronne en patch- clamp 
est susceptible de realiser au mieux 20 mesures par 
jour* 

On comprend d£s lors que la technique de 
10 patch-clamp ne peut permettre ni la realisation d'un 
criblage pharmacologique & moyen ou haut debit comme le 
souhaite la recherche pharmaceutique, ni celle de tests 
de routine comme le requiert 1 'utilisation des canaux 
ioniques en tant que capteurs . 
15 Les limites de la technique de patch-clamp 

telle que proposee par NEHER et SAKMANN conjugu^es au 
fait que les progrds de la gSnomique et des 
technologies de 1 1 information ont permis de mettre en 
evidence k la fois une grande diversity et une grande 
20 complexity des canaux ioniques, ont conduit a 
1 ! emergence, au cours de ces dernieres annSes, de 
nombreuses tentatives d' amelioration de cette 
technique . 

Schematiqueraent , deux voies ont ete 
25 explor^es : d'une part, celle qui vise & automatiser 
les mesures tout ( en utilisant les m§mes . Electrodes que 
dans la technique originelle (micropipettes en verre) 
et, d f autre part, celle qui vise & realiser les mesures 
sur des puces Electroniques . 

30 
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Ainsi, par exetnple : 

— la soci£te NEURO SEARCH a developpe un 
appareillage de reconnaissance cellulaire automatigue 
et de mesure sur huit cellules individualisees dans des 

5 charabres s^parees. Cet appareillage, qui est decrit 
dans WO-A-96/13721 [2] , permet de realiser des mesures 
d'activite electrique avec un bon rendement . Neanmoins, 
les cellules etant mises en culture et "patch^es" sur 
des surfaces solides, il n^cessite une selection trds 
10 precise des cellules ainsi que 1 1 utilisation d'un 
systSme de positionnement de la pipette servant h 
realiser le scelleraent de haute resistance, propre & 
eviter que les Electrodes d' enregistreraent en verre ne 
se cassent . 

15 - la societe SOPHION BIOSCIENCES a mis au 

point un substrat type permettant d'enregistrer ' des 
evenements electriques au sein de membranes 
biologiques. Ce substrat, qui est decrit dans 
WO-A-01/25769 [3] , presente une plurality de sites, de 

20 section droite carree et dans^iiesqrS^s sont integrees 
des electrodes. A I'usage, il apparait toutefois que 
ces sites se prStent mal & l'obtention d'un scellement 
de haute resistance avec les cellules. 

- la society CENES a introduit un nouveau 
25 systdme de patch-clamp permettant de mesurer l'activite 

electrique de cellules entieres. Ce systeme, qui est 
decrit dans WO-A- 01/7 1349 [4] , prevoit de mettre en 
suspension les cellules dans un milieu liquide et de 
les presenter k une electrode, au niveau d'une 
30 interface air/liquide dans un capillaire en verre. Ce 
systeme presente 1 1 avantage de supprimer les probldmes 
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induits pat les vibrations 6mises par le milieu 
environnant et ne pas necessiter un positionnement tres 
precis de 1 ' electrode . Cependant, il ne permet pas de 
conduire des mesures en paralldle. 

5 — cette mSme societe a egalement propose, 

dans WO-A-99/66329 [5] , un substrat poreux ou perfore, 
arrange en puits et de part et d' autre duquel se 
trouvent des Electrodes* Les cellules sont positionnees 
sur ce substrat sous la forme d'une couche cellulaire 

10 en sorte qu'il ne permet pas d'effectuer des mesures 
sur des cellules individual isees . 

- la societe CYTION a, elle, decrit dans 
WO-A-99/31503 [6] , un dispositif de positionnement de 
cellules qui a la particularity de ne comprendre qu'un 

15 seul site int€gre de mesure par puce et d'etre denue de 
structure permettant le confinement des cellules. II en 
resulte un risque non n^gligeable d'etalement des 
cellules et de presence de plusieurs cellules sur un 
meme site. 

20 - enfin, la societJ' AXON travaille 

actuellement sur un projet de dispositif qui utilise 
les Electrodes planes en elastomdre silicone proposees 
par YALE UNIVERSITY dans sa demande internationale WO- 
A-01/59447 [7] . Les premiers essais montrent que ce 

25 dispositif necessite encore de faire l'objet 
d 1 importantes ameliorations . 

Les Invent eurs se sont done fixe pour but 
de fournir un dispositif qui perraette de mesurer 
I'activite electrique d f elements biologiques, et 

30 notamment de cellules, selon les principes du patch- 
clamp, afin de b6n§f icier des avantages de cette 
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technique, en particulier en termes de sensibility 
mais sans toutefois en avoir les inconvenients, de 
maniere a ce qu ! il soit possible d'effectuer avec ce 
dispositif des mesures simultanEes d'activite 
5 electrique cellulaire & une cadence et avec une 
fiabilite autorisant notamment son utilisation pour le 
criblage 3. moyen et haut debit de substances 
potentiellement interessantes en therapeutique ou la 
realisation de tests de routine, en particulier de 
10 diagnostic ou de toxicite. 

Les Inventeurs se sont Egalement fix£ pour 
but de fournir un dispositif qui, tout en prSsentant 
ces avantages, ait des coftts de fabrication et 
d' exploitation satisf aisants . 

15 

EXPOSE DE L 1 INVENTION 

Ces buts sont atteints par la presente 
invention qui propose un dispositif de mesure de 
l'activite Electrique d'au raoins un element biologique, 

20 lequel dispositif comprend un substrat sensiblement 
plan comportant une face inferieure et une face 
superieure et presentant au moins une ouverture pour le 
logement de cet Element, et est caracterise en ce que : 
- il comprend deux plaques sensiblement 

25 planes, qui sont disposEes de part et d 1 autre des faces 
inferieure et superieure du substrat, chacune de ces 
plaques etant munie, sur sa face disposee en regard du 
substrat, d'au moins une Electrode, cette electrode 
etant situee en vis-a-vis de l 1 ouverture du substrat ; 
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— ces plaques et l'ouverture du substrat 
delimitent une chambre qui est remplie, en condition 
d f utilisation du dispositif, d'un milieu liquide ; et 

— chacune des plaques disposees de part et 
5 d' autre du substrat comporte au moins un canal qui 

prend naissance a 1 ' interieur de ladite chambre et qui 
relie cette derniere & 1' exterieur dudit dispositif * 

Ainsi, le dispositif selon I 1 invention 
comprend, pour chaque element biologique dont on 
10 souhaite mesurer l'activite Slectrique : 

— une chambre qui est prevue pour §tre 
remplie d'un milieu liquide au sein duquel 1* Element 
biologique est destine Sl baigner dans un logement prevu 
a cet effet, ledit milieu liquide servant a assurer la 

15 conduction d'un courant Electrique et la survie de 
1' Element biologique, si celui-ci est vivant ; 

-une paire d 1 Electrodes qui sont reparties 
sur deux plaques dont l'une forme le sommet de la 
chambre tandis que l 1 autre en forme la base, et qui 

20 sont disposees en vis-a-vis du logement de 1' Element 
biologique, ces electrodes ayant pour fonction de 
permettre 1 1 application £ cet element d'une tension 
electrique et 1 1 enregistrement des variations de cette 
tension cons^cutives a un changement d'etat (ouverture 

25 ou fermeture) de ses canaux ioniques ; et 

— au moins deux canaux qui relient 
1 1 interieur de la chambre avec 1' exterieur du 
dispositif, et dont I'un prend naissance la base de 
la chambre et est destine a permettre la realisation 

30 d'un scellement de haute resistance entre I'elEment 
biologique et son logement, par creation d'une 
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depression dans cette chambre, tandis que 1 1 autre prend 
naissance au sommet de la chambre et est destine k 
permettre 1 1 introduction de substances dans cette 
chambre et/ou l 1 Evacuation de ces substances hors de 
5 ladite chambre . 

Selon une premidre disposition avantageuse 
de I 1 invention, 1 1 ouverture du substrat comprend trois 
parties coaxiales, a savoir une partie superieure, une 
partie mediane et une partie inferieure , les parties 

10 superieure et mediane formant une cuvette pour le 
logement de 1' element biologique, tandis que la partie 
inferieure forme un espace qui est apte a loger un 
volume de milieu liquide suffisant pour y cr6er, par 
aspiration, une depression propre 3. induire, entre 

15 ladite cuvette et l f element biologique, un scellement 
d'une resistance au moins egale a 1 gigaohm* 

De preference, la cuvette de logement de 
l f element biologique (qui sera designee, dans ce qui 
suit, uniquement par le terme "cuvette" par commodity) 

20 a la forme d'un entonnoir, dont la partie tronconique 
correspond k la partie superieure de l 1 ouverture du 
substrat et sert de receptacle k 1 '.element biologique, 
et dont la partie cylindrique correspond k la partie 
mediane de cette ouverture et sert 3. la realisation du 

25 scellement de haute resistance entre cet element et 
ladite cuvette. 

Cette forme de cuvette en entonnoir s'est, 
en effet, reveiee Stre la plus apte k assurer le 
confinement de 1" element biologique, le respect de sa 

30 forme et de son integrite, notamment lorsqu'il s 1 agit 
d'une cellule biologique, ainsi que la deformation de 
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sa membrane lors de la creation d'une depression dans 
I'espace sous-jacent et, par voie de consequence, a 
permettre l'obtention du scellement de haute 
resistance . 

5 Conf ormement a 1 1 invention, les dimensions 

de la partie tronconique de la cuvette servant de 
receptacle k 1 f element biologique, sont, de preference, 
adaptees aux dimensions de cet element, ce qui permet 
d'ameiiorer encore son confinement et l'obtention du 

10 scellement de haute resistance. 

Ainsi, par exemple, lorsque 1 r element 
biologique est une cellule de taille conventionnelle, 
c f est-^-dire mesurant de l'ordre de 10 a 30 jxm de 
diametre comme c'est le cas d f un lymphocyte, la partie 

15 tronconique de la cuvette - qui correspond a la partie 
superieure de 1 1 ouverture du substrat - a , de 
preference, son plus grand diamdtre compris entre 2 0 et 
100 |Xm, son plus petit diametre compris entre 10 et 
3 0 |im et une hauteur comprise entre 10 et 50 \im, tandis 

20 que la partie cylindrique de cette cuvette - qui 
correspond S. la partie mediane de l 1 ouverture du 
substrat - a, de preference, un diamdtre compris entre 
0,1 et 1 [im et une hauteur inferieure ou egale a 
100 lirru 

25 En variante, lorsque 1' element biologique 

est une grosse cellule, c ' est-S.-dire mesurant de 
l'ordre de 0,7 ^ 1 mm de diametre comme c'est le cas 
d'un ovocyte, la partie tronconique de la cuvette a, de 
preference, son plus grand diametre compris entre 

30 500 (im et 1,5 mm, son plus petit diametre compris entre 
2 00 et 600 Jim et une hauteur comprise entre 3 00 |j,m et 
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10 mm, tandis que la partie cylindrique de cette 
cuvette presente, de preference, un diametre compris 
entre 0,1 et 1 fxm et une hauteur inf erieure ou £gale a 
100 Jim. 

5 Dans tous les cas, la partie inf erieure de 

l'ouverture du substrat est, de preference, cylindrique 
et "mesure avantageusement entre 10 et 100 Jim de 
diametre pour une hauteur de 300 k 700 [Am. 

Selon une autre disposition avantageuse du 

10 dispositif selon 1' invention, le substrat est constitue 
d'un ou plusieurs materiaux micro-usinables, le micro- 
usinage etant, en effet, une technique convenant 
particulierement bien & la realisation d'ouvertures de 
dimensions allant d'un dizieme de micron & quelques 

15 centaines de microns. 

De preference, le substrat est k base de 
silicium et est form£ de deux plaques de silicium 
superposees qui sont solidaires d'une membrane 
intermediaire, laquelle est constitute d'un materiau 

20 isolant, compatible avec les techniques de 
microtechnologie ♦ Ce materiau peut etre un materiau 
mineral tel qu'un oxyde (Si0 2 par exemple) ou un 
nitrure (Si 3 N 4 par exemple) , ou un materiau organique 
(polyimide par exemple) . 

25 Dans ces conditions, la partie tronconique 

de la cuvette correspond a un evidement realist dans 
l'une des deux plaques de silicium ; sa partie 
cylindrique correspond & un evidement realise dans la 
membrane intermediaire, tandis que la partie inf Erieure 

30 de l'ouverture du substrat correspond a un evidement 
realise dans I 1 autre plaque de silicium. 
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Bien entendu, d'autres materiaux micro- 
usinables peuvent parfaitement etre utilises pour la 
realisation du substrat comme le verre et les matidres 
plastiques . 

5 Selon encore une autre disposition 

avantageuse du dispositif selon I 1 invention, le 
substrat comprend de plus, sur sa face superieure, un 
film qui est const itu£ d ! un materiau eventue 1 1 ement 
souple f biocompatible, et qui est muni d f au moins une 

10 ouverture, cette ouverture etant coaxiale avec la 
partie superieure de 1 1 ouverture sous-jacente du 
substrat et de meme geom€trie qu'elle, mais de section 
droite mSdiane superieure a la sienne. 

Cette disposition, qui est notamment utile 

15 dans le cas oil l'on souhaite mesurer I 1 activity 
electrique de grosses cellules, permet, -non seulement 
d'optimiser le confinement de ce type de cellules, mais 
egalement de reduire l'epaisseur de la partie du 
substrat r^alisee dans le materiau micro-usinable et 

20 ainsi d'aKa±sser le coQt d^ f aJ^jrdcsation de ce substrat 
par rapport it ce qu'il serait s'il etait entierement 
realise dans un materiau micro-usinable comme le 
silicium. 

De maniere preferee, I 1 ouverture du film 
25 situ6 sur la face superieure de la partie sous-jacente 
du substrat est tronconique et a son plus grand 
diam^tre compris entre 500 Jim et 1,5 mm, son plus petit 
diamStre compris entre 200 et 600 jxm et une hauteur 
comprise entre 300 |xm et 1 mm. 
30 Avant ageus ement , ce film est realise par 

moulage afin que son cout de fabrication soit 
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suf f isamment has pour qu'il puisse Stre remplacE par un 
film neuf & chaque nouvelle utilisation du dispositif, 
et est done constitue d ! un materiau apte k etre moule 
comme un thermoplastique du type polyt6traf luoro- 
5 ethylene (PTFE) , ou un elastomdre silicone comme un 
polydimEthylsiloxane (PDMS) . 

Selon la nature du materiau qui le 
constitue et du materiau qui constitue la partie sous- 
jacente du substrat, ce film peut etre maintenu sur 

10 cette derniere, soit par collage, soit par un effet 
d f adhesion sous 1 1 effet d'une pression. 

Conf ormement a l 1 invention, les plaques 
disposees de part et d f autre des faces inferieure et 
superieure du substrat, qui peuvent etre identiques ou 

15 differentes, sont, de pr6f6rence, const ituees d f un 
materiau isolant, par exemple un verre epoxy, tandis 
que les Electrodes portees par ces plaques sont, de 
preference, des electrodes planes. 

Ces dernidres peuvent notamment §tre des 

20 plots d'Ag/AgCl" mais d'autres couples d'oxydo- 
r^duction peuvent egalement etre utilises comme un 
couple Pt/PtCl". 

Dans tous les cas, les electrodes sont 
prevues pour §tre relives, aprds assemblage des 

25 differents Elements du dispositif, i. un circuit 
d'- alimentation electrique et de mesure d'une grandeur 
electrique . 

Selon encore une disposition avantageuse de 
1' invention, la plaque disposEe en regard de la face 
30 superieure du substrat comporte deux canaux, a savoir 
un canal pour 1 1 introduction de substances dans la 
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chambre, et un canal pour 1 1 evacuation de ces 
substances hors de cette chambre* 

Ces canaux pour 1 1 introduction et 
1' evacuation de substances traversent, de preference, 
5 la plaque disposee en regard de la face superieure du 
substrat verticalement et sont pr^vus pour etre 
respectivement relies, de maniSre transitoire ou 
permanente, 3. des capillaires permettant de les relier 
respectivement a un systdnie, autoraatique ou manuel, de 
10 distribution de liquides et a un systdme, automat ique 
ou manuel, d f aspiration de liquides, ces deux systemes 
pouvant etre connectes 1 'un a l f autre de maniere a 
assurer une recirculation desdites substances dans la 
chambre . 

15 De maniere similaire, le canal que comporte 

la plaque disposee en regard de la face infer ieure du 
substrat et qui est, lui, destine §l permettre la 
realisation du scellement de haute resistance, 
traverse, de preference, cette plaque verticalement, et 

20 est pr^vu |f our etre reli6, de manidre transitoire ou 
permanente un capillaire permettant de le raccorder £ 
un systdme d 1 aspiration de liquides. 

Selon une disposition pr^f^ree du 
dispositif selon l 1 invention, 1 1 ouverture du substrat, 

25 les electrodes ainsi que le canal que comporte la 
plaque disposee en regard de la face inferieure du 
substrat sont coaxiaux, cette disposition permettant 
notarament d 1 optimiser 1 ' obtention du scellement de 
haute resistance entre la cuvette et l 1 element 

30 biologique, 1 • application a ce dernier de la tension 
#lectrique n£cessaire H la mesure de son activite 
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electrique, 1 1 enregistrement des variations de cette 
tension et, partant, la qualite des mesures ainsi 
ef f ectuees . 

Selon une autre disposition preferee du 
5 dispositif selon 1 1 invention, celui-ci comprend des 
moyens pour etancher la chambre, lesquels servent 
egalement a amortir les bruits electriques et les 
vibrations provenant du milieu environnant, et qui 
seront d6signes, dans ce qui suit, uniquement par 

10 l f expression "moyens d 1 ^tanchSitS" par commodite. 

Ces moyens d'etancheite consistent, de 
pr^flrence, en un premier joint, qui est intercale 
entre le substrat et la plaque disposee en regard de la 
face infer ieure de ce substrat et en un deuxieme joint, 

15 identique ou non au pr6c6dent, qui est intercal^ entre 
le substrat et la plaque disposee en regard de la face 
super ieure de ce substrat, chacun de ces joints etant 
muni d'au moins une perforation disposee et 
dimensionnle de manidre & circonscrire 1' Electrode 

20 situee sur la plaque au contact de laquelle il se 
trouve . 

Avantageusement , ces joints sont constitues 
d ! un materiau qui, outre d'etre Itanche aux liquides, 
est souple, llgerement compressible et est apte a Stre 

25 moul6 de maniere k ce qu ! ils puissent etre realises par 
moulage, ce qui permet, d'une part, de les adapter 
parfaiteraent a la configuration du substrat et, d 1 autre 
part, de les fabriquer k un codt suffisamment faible 
pour qu'il soit possible de les remplacer par des 

30 joints neufs a chaque nouvelle utilisation du 
dispositif. Un tel mat6riau est, par exemple, un 
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elastomdre comme un elastomere silicone tel qu'un 
polydim^thylsiloxane . 

Selon encore une autre disposition 
preferee, le substrat, les plaques disposees de part et 
5 d 1 autre des faces inf^rieure et superieure de ce 
substrat et les moyens d'^tancheite lorsque ces 
derniers sont presents sont des modules qui sont 
assembles de maniere amovible. 

Dans ce cas, le dispositif selon 

10 l f invention comprend avantageusement des moyens pour 
maintenir ces modules en condition d 1 assemblage . 

Ces moyens de maintien peuvent etre des 
moyens solidaires des plaques disposees de part et 
d' autre des faces inf^rieure et superieure du substrat, 

15 et qui coopdrent pour fixer de maniere amovible ces 
plaques l'une a 1' autre, comme des charnieresy des 
glissidres ou des moyens de vissage. lis peuvent 
€galement §tre des moyens independants de ces plaques 
et qui s 1 emboi tent sur les bords de I'empilement 

20 constituS par les diff brents modules* 

L 1 assemblage des modules, et plus 
particulidrement l'alignement des axes des ouvertures 
du substrat, des electrodes port^es par les plaques 
disposees de part et d 1 autre des faces inferieure et 

25 superieure de ce substrat, et des perforations des 
moyens d r etanch^ite, peuvent §tre facilites par la 
presence, notamment sur lesdites plaques, de moyens de 
guidage mecaniques (ergots d 1 alignement , rainures en 
coin, ...) , optiques (fibres optiques passant dans des 

30 trous preformes) ou autres. 
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Con f o rmement a 1 1 invention, on pr£fere que 
le dispositif permette de mesurer en parallele 
1 ? activity electrique de plusieurs elements 
biologiques, auquel cas : 
5 — le substrat presente une plurality 

d'ouvertures identiques et regulidrement espacees les 
tines des autres ; 

— les plaques disposees de part et d 1 autre 
des faces inf^rieure et supSrieure de ce substrat sont 

10 des circuits imprimis qui sont munis chacun d'autant 
d f electrodes que le substrat comporte d'ouvertures ; 

— la plaque disposee en regard de la face 
inf 6rieure du substrat comporte au moins autant de 
canaux que le substrat comporte d'ouvertures ; 

15 — la plaque disposee en regard de la face 

superieure du substrat comporte au moins autant de 
canaux pour 1 1 introduction de substances et au moins 
autant de canaux pour l 1 Evacuation de substances que le 

substrat comporte d'ouvertures ; 

# p 

20 ledit substrat et ses ouvertures, lesdites plaques, 

lesdites electrodes et lesdits canaux etant tels que 

pr6c£demment de finis ♦ 

Selon un mode de realisation pr^fere de ce 

dispositif, celui-ci comprend de plus deux joints 
25 identiques, munis chacun d'autant de perforations que 

le substrat comporte d'ouvertures, ces joints et ces 

perforations etant tels que precedemtnent definis. 

Par ailleurs, selon ce mode de realisation 

pref6r<§, le dispositif comprend encore deux pinces 
30 identiques, qui s'emboitent sur les bords de 

1 1 empi lenient constituE par le substrat, les plaques 
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dispos^es de part: et d' autre des faces inf^rieure et 
sup£rieure de ce substrat et les joints, 

Dans ces conditions, le dispositif selon 
1' invention, bien que comprenant sept elements, se 
5 compose de cinq modules differents qui peuvent gtre 
assembles et disassembles a volonte, le substrat 
correspondant k un premier module, les plaques 
disposees de part et d l autre des faces inferieure et 
superieure du substrat correspondant respectivement a 

10 un deuxieme et k un troisieme module, les joints 
correspondant a deux exemplaires d'un quatrieme module, 
tandis que les pinces correspondent & deux exemplaires 
d 1 un cinquieme module* 

Le dispositif selon 1' invention prgsente de 

15 nombreux avantages. 

En effet, tout en permettant d'effectuer 
des mesures d'activite electrique cellulaire selon les 
principes du patch-clamp, il simplifie considerablement 
la mise en ceuvre de cette technique : 

20 — d'une part, en supprimant les operations 

de preparation des micropipet tes en verre et de 
manipulation de ces micropipettes, l'operation 
d' aspiration k la bouche necessaire & l'obtention du 
gigaseal, la necessity d'utiliser un microscope ainsi 

25 que des appareillages propres k eviter, ou k tout le 
moins, limiter les interferences avec les bruits 
electriques et les vibrations £mis dans le milieu 
environnant ; et 

- d' autre part, en off rant la possibility 
30 d f automatiser en tout ou partie ces mesures d'activite 
Electrique, et notamment la realisation du scellement 
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de haute resistance, la distribution de substances dans 
des chambres independantes les unes des autres, 
1 1 application de la tension electrique et 
1 1 enregistreraent des variations de cette tension, en 
5 plaqant les syst^mes d T aspiration et de distribution de 
substances ainsi que le circuit d 1 alimentation 
electrique et de mesure d'une grandeur electrique sous 
le controle d'un systdme inf ormatique . 

II en resulte que le dispositif selon 

10 l r invention rend la technique du patch-clamp accessible 
a des laboratoires et des utilisateurs n'ayant aucune 
experience dans ce domaine. II en resulte egalement 
qu'il permet de r^aliser des mesures d* activity 
electrique cellulaire avec un rendement tres 

15 satisfaisant tout en garantissant la fiabilite, et 
notamment la reproductibilite, de ces mesures. 

Par ailleurs, il off re une grande souplesse 
d'utilisation, dans la mesure o\i il permet d'effectuer 
des mesures d' activity electrique aussi bien sur une 

20 plural ite de cellules traitress s±wpELtan^ment que sur 
une seule cellule, en configuration "cell-attached" 
comme en configuration "whole-cell", et, dans le cas oil 
les mesures sont conduites en parallele sur plusieurs 
cellules, en utilisant des parametres qui peuvent Stre 

25 diff brents d'une cellule a 1' autre. Ainsi, par exemple, 
le milieu de survie, la substance £ tester ou §l 
d^tecter, la concentration de cette substance, la 
tension electrique peuvent etre differents d'une 
cellule ^ 1' autre. 

30 II peut, de plus, accueillir, outre des 

cellules entidres, soit des organelles de cellules 
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biologiques, soit des fragments de membranes 
biologiques agr#ment6s ou non de parties cytosoliques , 
soit des bicouches lipidiques artif icielles , soit 
encore des membranes biomimStiques » 
5 Cette souplesse d 1 utilisation est encore 

accrue lorsque le dispositif selon 1' invention est un 
systdme modulaire puisque, dans ce cas, les different s 
modules peuvent etre remplac^s ou, au contraire, 
reutilises d'une mesure 1 1 autre ou d'une s€rie de 

10 mesures a I 1 autre. 

Enfin, il est susceptible d'etre fabrique S 
des couts extr§raement int^ressants, notamment lorsqu'il 
se presente sous la forme d'un systdme modulaire 
puisque, dans ce cas, sa fabrication ne comporte pas 

15 d f operation d 1 assemblage, ni d 1 operation de contrdle de 
la qualite de cet assemblage. De maniere similaire> les 
couts d' exploitation d'un tel dispositif peuvent etre 
trSs avantageux, dans la mesure oil il est possible de 
remplacer certains des modules qui le constituent, soit 

20 parce qu'ils sont prSvus pour Stre a usage unique, soit 
parce qu'ils se sont alteres, tout en conservant les 
autres . 

Compte tenu de ce qui precede, le 
dispositif selon 1' invention est susceptible de 

25 constituer un outil de choix pour le criblage de 
molecules & vis6e therapeutique, le diagnostic de 
pathologies liees a un dysf onctionnement des canaux 
ioniques, et pour la detection de substances toxiques, 
que ce soit dans le domaine de 1 1 environnement ou dans 

30 les industries agroalimentaire, pharmaceutique ou 
cosm^tique . 
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Outre les dispositions qui pr^cddent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions qui 
ressortiront du complement de description qui suit, qui 
se rapporte a des exemples de realisation d'un 
5 dispositif selon 1" invention et qui est donne a titre 
illustratif et non limitatif, en reference aux dessins 
annexes . 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

10 La figure 1 est une representation 

schSmatique d'un dispositif selon 1' invention, vu en 
perspective eclatee, dans une forme de realisation 
congue pour la mesure en paralldle de l'activite 
electrique de neuf cellules biologiques . 

15 La figure 2 est une representation 

sch^matique du dispositif de la figure 1, vu en coupe 
suivant le plan P de cette figure 1. 

Les figures 3 3. 5 sont des representations 
sch£matiques d'une portion d'un dispositif selon 

20 1' invention, dans une vue analogue a celle de la figure 
2, mais pour trois variantes de realisation de ce 
dispositif . 

La figure 6 est une representation 
schematique d'une portion, vue en coupe, du substrat 
25 entrant dans la constitution d'un dispositif selon 
1' invention, dans une variante de realisation adaptee a 
la mesure de l'activite electrique de grosses cellules. 
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EXPOSE DETAILLE D • EXEMPLES DE REALISATION 

On se refere tout d'abord aux figures 1 et 
2 qui representent de fa<?on sch£matique un dispositif 
10 selon l f invention, dans une forme de realisation 
5 congue pour permettre une mesure en parallele de 
l'activite electrique de neuf cellules biologiques. 

La figure 1 etant une vue en perspective 
eclat€e, elle montre les differents elements 
constitutifs du dispositif 10 avant leur assemblage, 
10 tandis que la figure 2, qui correspond line coupe 
suivant le plan P de la figure 1, montre ces m§mes 
elements une fois assembles les uns aux autres . 

Comme visible sur les figures 1 et 2, le 
dispositif 10, qui est de forme ggnerale carree, se 
15 compose de sept elements aptes & etre assembles les uns 
aux autres de maniere aniovible, & savoir : 

- un premier circuit imp rime 11, qui forme 
le fond de ce dispositif ; 

- un substrat 12, sensibleraent plan, qui 
20 est dispose au-dessus du circuit imprim§ 11 et qui a 

pour fonction d 1 assurer un confinement des cellules 18 
gr&ce a des ouvertures 120 qu'il comporte ; 

- un deux i erne circuit imprirae 13, qui est 
lui-meme dispose au-dessus du substrat 12 et qui forme 

25 le couvercle du dispositif 10 ; ce circuit imprim6 
d^limite, qonjointement avec le circuit imprime 11 et 
les ouvertures 120 du substrat 12 des chambres 19 au 
centre desquelles les cellules dont on veut mesurer 
I'activite electrique vont etre placees, 3. raison d'une 

30 cellule par chambre, et qui sont done destinees & £tre 
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remplies d ! un milieu extracellulaire ou faisant 
fonction de milieu extracellulaire ; 

- deux joints performs 14 et 15, qui sont 
intercales entre le circuit imprimg 11 et le substrat 
5 12 pour le premier, et entre ce substrat et le circuit 
imp rime 13 pour le deuxidme, et qui s erven t a assurer 
l'etancheite du dispositif, notamment entre les 
chambres 19, ainsi qu f a amortir les bruits electriques 
et les vibrations provenant du milieu environnant ; et 

10 - deux pinces 16 et 17 , qui ont pour 

fonction de maintenir les Elements precedents en 
condition d ' assemblage . 

Ces sept Elements correspondent a 5 modules 
differents : ainsi, le circuit imprime 11 correspond £ 

15 un premier module ou module A ; le substrat 12 
correspond a un deuxieme module ou module B ; le 
circuit imprime 13 correspond a un troisieme module ou 
module C ; les joints 14 et 15 correspondent a deux 
exemplaires d'un quatrieme module ou module D, tandis - 

20 que les pinces 16 et 17 correspondent k deux 
exemplaires d'un cinquieme module ou module E. 

Comme montre par les figures 1 et 2, le 
substrat 12 ou module B, qui represente l f element 
median du dispositif 10, comprend neuf ouvertures 120 

25 reparties sur trois lignes et trois colonnes . 

Ces ouvertures ont une double fonction, a 
savoir, d'une part, former des microcuvettes aptes a 
permettre le confinement des cellules dont on veut 
mesurer l 1 activity £lectrique et, d 1 autre part, 

30 autoriser la realisation, entre ces cuvettes et ces 
cellules, d'un "gigaseal" , c'est-&-dire d'un scellement 
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d'une resistance au moins egale a 1 gigaohm, sous 
l'effet de la creation d'une depression au sein de la 
partie des chambres 19 situee au-dessous de ces 
cuvettes ♦ 

5 De ce fait, comme visible sur la figure 2, 

le substrat 12 est forme de deux plaques superposles, 
respectivement 121 et 123, qui sont reunies par une 
membrane intermediaire 122 dont elles sont solidaires, 
ces plaques et cette membrane etant 6videes de telle 
10 sorte que : 

■- d'une part, les cuvettes destinees au 
confinement des cellules 18 ont la forme d'entonnoirs, 
dont les parties tronconiques correspondent £ des 
evi dements tronconiques realises dans la plaque 121, et 
15 dont les parties cylindriques correspondent a des 
evi dements cylindriques realises dans la membrane 
intermediaire 122 ; et 

- d 1 autre part, les cuvettes communiquent 
avec des espaces cylindriques 125 sous-jacents, de mSme 

20 axe qu 1 elles et qui correspondent a des evidements 
cylindriques realises dans la plaque 123 et qui sont 
aptes k loger un volume de milieu liquide suffisant 
pour y creer, par aspiration, la depression n<§cessaire 
^ 1' obtention du gigaseal. 

25 Comme visible sur la figure 2, qui 

represente, sous une forme tres schematique, une 
cellule avant obtention du gigaseal (cellule de gauche) 
et une cellule aprds obtention du gigaseal (cellule de 
droite) , la partie tronconique des cuvettes sert de 

30 receptacle aux cellules 18, tandis que leur partie 
cylindrique sert a la realisation du gigaseal, ce 
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dernier ttant,. en effet, obtenu par deformation de la 
membrane plasmique desdites cellules et adhesion de 
cette membrane par invagination contre la paroi de 
ladite partie cylindrique. 
5 A titre d'exemple, des cuvettes : 

— dont la partie tronconique me sure 5 0 ^im 
au niveau de son plus grand diametre, 30 Jim au niveau 
de son plus petit diametre et 10 (im de hauteur, 

— dont la partie cylindrique mesure 1,5 |Lim 
10 de diametre et d'un moins d'un micron de hauteur, et 

— qui surmontent un espace cylindrique 
prlsentant un diametre de 50 |Xm de diametre pour une 
hauteur de 450 Jim, 

se sont revelees particulierement bien convenir a des 

15 cellules de taille conventionnelles . 

On comprend dds lors que les plaques 121 et 
123 du substrat 12 sont, de preference, realis§es dans 
un materiau aistment micro-usinable , en particulier du 
silicium, la membrane in&ermediaire 122 etant alors 

20 pref erentiellement constitute d'un materiau £ forte 
constante dielectrique, propre a etre micro-usine de 
manidre collective (microtechnologie) et a 6tre 
assemble par collage a une plaque de silicum. Un tel 
materiau est, par exemple, du dioxyde de silicium 

25 (Si0 2 ) ou du nitrure de silicium (Si 3 N 4 ) lorsque les 
plaques 121 et 123 sont r£alis6es en silicium. 

Le circuit imprime 11 ou module A sert, 
conjointement avec le circuit imprime 13 ou module C, a 
appliquer aux cellules 18 une tension 61ectrique, via 

30 le milieu liquide dans lequel elles baignent. Le 
circuit imprime 11 sert, de plus, a enregistrer les 
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variations de cette tension induites par un changement 
d'etat (ouverture ou fermeture) des canaux ioniques 
desdites cellules . 

De ce fait, les circuits imprimes 11 et 13, 
5 dont les supports isolants peuvent £tre realises dans 
un materiau conventionnel du type verre epoxy, portent 
chacun, sur leur face en regard du substrat 12, neuf 
plots d' electrodes, respectivement 110 et 13 0, qui sont 
disposes de fagon a ce que 1 1 axe de chacun d'eux se 
10 confonde avec 1 1 axe de la partie cylindrique d'une 
cuvette, et qui sont prEvus pour §tre relics a un 
circuit d ! alimentation Electrique et de mesure d'une 
grandeur electrique (non represent^ sur les figures 1 
et 2) . 

15 Ainsi, par exemple, les plots d 1 electrodes 

130 du circuit imprimE 13 peuvent Stre relics A une 
source k potent iel constant, par exemple la terre, 
tandis que les plots d f electrodes 110 du circuit 
imprime 11 peuvent St re connectEs & la fois 4 un 

20 generateur Electrique, via un amplif icateur , et a un 
circuit d'adressage propre a perraettre le recueil 
sEquentiel des variations de tension electrique 
enregistrees par ces plots. Ce circuit d'adressage peut 
§tre lui-meme reliE, egalement via un amplif icateur , £ 

25 un appareil capable de mesurer la variation d'une 
grandeur electrique comme un voltmetre ou un 
ampSremdtre, et qui est raccorde a la m§me source de 
potentiel constant que celle & laquelle les plots 
d' electrodes 13 0 du circuit imprime 13 sont connectSs. 

30 Le f onctionnement du circuit d' alimentation 

Electrique et de mesure d'une grandeur Electrique, 
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ainsi que 1' analyse des donn<§es recueillies sont, de 
preference, gerSs par un systeme inf ormatique analogue 
a ceux deja utilises dans le domaine du patch-clamp. 

Par ailleurs, le circuit imprime 11 est 
. 5 traverse par neuf canaux 111 de microf luidique, de 
quelques centaines de microns de diamdtre, et dont la 
fonction est de permettre la creation par aspiration, 
dans les espaces cylindriques 125, de la depression 
.r; n§cessaire & l'obtention du gigaseal. De ce fait, ces 
.10 canaux 111 traversent les plots d*#lectrodes 110 et 
sont prevus pour etre relies, au niveau de la face 
;■:>.; externe du circuit imprime 11, a des capillaires (non 
reprlsentes sur les figures 1 et 2) , lesquels sont eux- 
mSmes connectes a un ou plusieurs systdmes d 1 aspiration 
.15 tels que classiquement utilises pour aspirer un liquide 
(trompes eau par exemple) . 

Le circuit imprim§ 13 est egalement 
traverse par des canaux de microf luidique, de quelques 
centaines de microns de diametre, mais ceux-ci sont au 
:20 nombre de dix-huit et se r^partissent en neuf canaux 
131 dont la fonction est de permettre 1 1 introduction de 
substances dans les chambres 19, et neuf canaux 132 
dont la fonction est de permettre l 1 Evacuation de ces 
substances hors desdites chambres. Les canaux 131 et 
25 132 peuvent egalement §tre utilises pour assurer une 
recirculation desdites substances a I'interieur des 
chambres 19 . 

Dans la forme de realisation du dispositif 
selon l 1 invention montree sur la figure 1, les canaux 
30 131 et 132 sont disposes de part et d'autre des plots 
d T electrodes 130. Comme les canaux 111, ils sont prevus 
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pour §tre relics & des capillaires (non representes sur 
les figures 1 et 2) , qui sont eux-memes connectes a un 
ou plusieurs systemes de distribution de liquides 
(microseringues , micropompes, ...) et a un ou plusieurs 
5 systdmes d' aspiration de liquides ou encore & un ou 
plusieurs systemes propres a assurer une recirculation 
des substances dans les chambres 19. 

La egalement, le fonctionneraent de ces 
differents systemes de distribution, d 1 aspiration ou de 

10 recirculation est, de preference, gSr£ par un systdme 
inf ormatique . 

Comme p recedemment mentionne, deux joints 
14 et 15, qui correspondent k deux modules D, sont 
intercales entre le circuit imprime 11 et le substrat 

15 12 pour le premier, et entre ce substrat et le circuit 
imprim6 13 pour le deuxiSme, en vue d' assurer 
1 '6tancli£ite du dispositif, notamment entre les 
chambres 19, et d'amortir les bruits electriques et les 
vibrations provenant du milieu environnant . 

20 Pour ce faire, ces joints sont munis de 

perforations circulaires, respect ivement 140 et 150, 
qui pr€sentent un diamStre legerement sup^rieur k la 
fois au diametre le plus large des cuvettes et au 
diamdtre des espaces cylindriques 125 et dont 1 1 axe se 

25 confond avec I 1 axe de ces cuvettes et de ces espaces 
cylindriques . 

Par ailleurs, ces joints, qui peuvent ne 
faire que quelques microns d'epaisseur, sont const itues 
d ! un materiau eventuellement souple, legdrement 

30 compressible et ^tanche aux liquides, lequel est, de 
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preference, un eiastomere comme un eiastomdre silicone 
tel qu'un polydimethylsiloxane (PDMS) . 

Par ailleurs, ils sont, de preference, 
fabriques par moulage de manidre & ce que, d'une part, 
5 ils soient parfaitement adaptes a la configuration du 
substrat 12, et, d 1 autre part, leur cout de fabrication 
soit suf f isamment faible pour qu'ils puissent §tre 
remplaces par des joints neufs a chaque nouvelle 
utilisation du dispositif 10. 

10 lies pinces, qui correspondent deux 

modules E, ont pour fonction de raaintenir les modules 
A, B, C et D, une fois ceux-ci assembles les uns aux 
autres. De section drpite en U et de longueur 
sensibleraent egale aux bords des circuits imprimes 11 

15 et 13, elles sont aptes k s'emboiter sur les bords de 
1 ' empilement constitue par lesdits modules aprds 
application d'une legSre pression sur cet empilement. 

On se refdre a present aux figures 3^5 
qui montrent une portion d'un dispositif 10, dans trois 

20 variantes de realisation qui se distinguent entre elles 
et de la forme de realisation representee sur les 
figures 1 et 2 , par la disposition des canaux 131 et 
132 de microf luidique . 

Dans la variante de realisation montree sur 

25 la figure 3, les canaux 131 et 132 traversent tous deux 
le plot d' electrode 130. 

Dans la variante de realisation montree' sur 
la figure 4, un seul de ces canaux, par exemple le 
canal 131 traverse le plot d ! electrode 13 0, le canal 

30 132 etant, lui, dispose lateralement a ce plot 
d 1 electrode, tandis que, dans la variante de 
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realisation montrge sur la figure 5, les deux canaux 
131 et 132 sont disposes lateralement et du meme cote 
dudi t plot d r electrode . 

La figure 6 montre, elle, une portion d'un 
5 substrat 12 destine £ entrer dans la constitution d'un 
dispositif 10 7 dans une variante de realisation con?ue 
pour mesurer 1' activity eiectrique de grosses cellules, 
c'est-a-dire de cellules mesurant de 1 1 ordre de 0,7 & 
1 mm de diam&tre. 

10 Dans cette variante de realisation, le 

substrat 12 comprend, sur la plaque 121, un film 126 
qui est cons titu^ d'un materiau event ue 1 1 ement souple, 
biocompatible tel qu'un PDMS, une resine ou un 
thermoplastique, et qui est muni d'ouvertures 127. Ces 

15 derni^res sont dimensionnees de telle sorte que les 
cuvettes comprennent dans ce cas deux parties 
tronconiques superpos€es : une premidre partie, qui 
correspond aux evi dements realises dans la plaque 121, 
et une seconde partie, qui correspond aux ouvertures 

20 127 du film 126. 

A titre d'exemple, des cuvettes : 

— dont la premiere partie tronconique 
mesure 500 fim au niveau de son plus grand diametre, 
3 00 jlm au niveau de son plus petit diamdtre et une 

25 hauteur de 450 |lm, 

— dont la seconde partie tronconique mesure 
1 mm au niveau de son grand diamdtre, 6 00 |Llm au niveau 
de son plus petit diametre et 1 mm de hauteur, et 

— dont la partie cylindrique mesure 1,5 p,m 
30 de diametre et moins d'un micron de hauteur, 

ont donne d'excellents resultats. 



B 14141.3 SL 



2844052 



egalement, on pr^fere que le film 126 
soit realise par moulage de maniere & ce que son cout 
de fabrication soit suffisamment bas pour qu'il puisse, 
comme les joints 14 et 15, etre remplace par un film 
5 neuf a chaque nouvelle utilisation du dispositif 10. 

Dans le cas oil il est destine a servir a la 
mesure de I'activite electrique de cellules de taille 
convent ionne lie, le substrat 12 peut §tre realise & 
base de silicium, par exemple par un procede comprenant 
10 les etapes suivantes : 

a) la preparation de la plaque 123 par : 

- polissage, sur ses deux faces, d'une 
premidre plaque de silicium jusqu'S. obtention d'une 
epaisseur d f environ 4 50 |xm ; 

15 — depot, sur les deux faces de la plaque de 

silicium ainsi polie, d'une couche de Si0 2 ; 

— realisation, dans l f epaisseur de l'une 
des deux couches de Si0 2 d'ouvertures cylindriques 
d 1 environ 1,5 j^m de diamdtre ; et 

20 — realisation, dans l'epaisseur de 1 1 autre 

couche de Si0 2 et de la plaque de silicium, 
d'evidements cylindriques de 50 |J,ra de diametre par 
gravure chimique profonde, en veillant & ce que 1 1 axe 
de ces evidements se conf onde avec celui des ouvertures 

25 realisees k l'etape pr£cedente ; 

b) la solidarisation, par collage moleculaire, 
de la plaque 123 ainsi obtenue avec une seconde plaque 
de silicium pr€alablement polie sur ses deux faces, 
cette derniere etant destinee a former la future plaque 

30 121 ; 
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c) le polissage de cette deuxieme plaque de 
silicium jusqu'a obtention d'une epaisseur de 10 flm ; 

d) le dep6t, sur cette deuxieme plaque de 
silicium, d'une couche de Si0 2 ou de Si 3 N 4 , et 

5 e) la realisation, dans 1 1 epaisseur de la couche 

de Si 3 N 4 et de la deuxidme plaque de silicium, 
d 1 evidements tronconiques . 

Dans le cas o\X il est destine & servir a la 
mesure de l r activity §lectrique de grosses cellules, le 
10 substrat 12 peut Stre r^alisSe Sl base de silicium, par 
exemple par un proc^de comprenant les etapes 
suivantes : 

a) la preparation de la plaque 123 comme 
precedemment d£crit ; 
15 b) la preparation de la plaque 121 par : 

- polissage, sur ses deux faces, d'une 
deuxieme plaque de silicium jusqu'S. obtention d'une 
epaisseur d 1 environ 450 Jim ; 

- depot, sur les deux., faces de la plaque 
20 de silicium ainsi polie, d'une couche de Si0 2 ou de 

Si 3 N 4 ; 

- realisation, dans 1' Epaisseur de l'une 
des deux couches de Si0 2 ou de Si 3 N 4/ d'ouvertures 
cylindriques d' environ 500 (im de diametre ; 

25 — realisation a partir de ces ouvertures, 

d' evidements tronconiques dans 1' epaisseur de la plaque 
de silicium par gravure chimique profonde ; 

c) la solidarisation, par collage moleculaire, 
de la plaque 121 ainsi obtenue avec la plaque 123, puis 

30 £ventuellement ; 
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d) le collage ou l 1 adhesion par simple pression 
d'un film 126 sur la plaque 121. 

L 1 utilisation du dispositif 10 est 
extremement simple, 
5 En effet, apres avoir depos6 un module D 

sur un module A, puis un module B adapte & la taille 
des cellules dont on veut mesurer I'activite 
41ectrique, sur le module D, on remplit les cuvettes du 
module B d'un milieu extracellulaire ou apte a servir 

10 de milieu extracellulaire, ce milieu devant etre 
capable d 1 assurer a la fois la conduction d'un courant 
^lectrique et la survie des cellules. 

On aspire l f air present dans les espaces 
cylindriques 125 a l'aide des canaux 111 de 

15 microf luidique, pour permettre au milieu 

extracellulaire de s ' ^couler dans ces espaces *. On 
renouvelle cette operation jusqu'au remplissage complet 
des espaces cylindriques 125 , puis des cuvettes par 
ledit milieu extracellulaire. 

20 On depose les cellules dans ces dernidres, 

& raison d'une cellule par cuvette , et on aspire de 
nouveau, par les canaux 111 de microf luidique, dans les 
espaces cylindriques 125 pour obtenir un scellement de 
haute resistance entre chacune des cellules avec la 

25 cuvette dans laquelle elle se trouve, puis 
6ventuellement la rupture du fragment de membrane 
plasmique ainsi scell6 si I 1 on souhaite travailler en 
configuration "whole-cell" . 

Une fois ce scellement obtenu pour toutes 

30 les cellules, on recouvre le module B d'un module D, 
puis le module D par un module C et, aprds application 
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d'une legere pression sur I'empilement des modules A, 
B, C et D resultant , on procdde & la fixation des 
modules E. 

On connecte le dispositif 10 au circuit 
5 d f alimentation electrique et de mesure d'une grandeur 
electrique et on procdde aux mesures de l'activite 
Electrique des cellules exactement comme dans la 
technique de patch-clamp originelle, a ceci prds que 
les substances k tester ou & detecter sont introduites 

10 dans les charabres 19 par 1 1 interm^diaire des canaux 131 
de microf luidique. 

Lorsque les tests sont terminus, le 
dispositif 10 peut etre aisement demonte en vue d'une 
nouvelle utilisation. En effet, il suffit, apres 

15 deconnexion du systeme d 1 alimentation Electrique et de 
mesure d'une grandeur electrique, de retirer les 
modules E, pour etre en mesure de sEparer les modules 
A, B, C et D les uns des autres . Les modules A, B et C 
peuvent Etre reutilises aprSs un lavage approprie, 

20 tandis que les modules D sont jetEs pour etre remplacls 
par des modules neufs lors d'une utilisation ulterieure 
dudit dispositif. 

L T invention ne se limite nullement au mode 
de realisation qui vient d'Etre dEcrit. Ainsi, par 

25 exemple, le dispositif selon l 1 invention est 
susceptible d'Etre adapte 5. la mesure en parallele de 
d'activite electrique d'un nombre beaucoup plus 
important de cellules, par exemple de 1000 cellules, 
voire plus, auquel cas le substrat 12 est conqru pour 

30 recevoir ce nombre de cellules , 
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REVEND I CAT I ONS 

1. Dispositif (10) de mesure de l'activite 
electrique d ! au tnoins un element biologique, comprenant 

5 un substrat (12) sensiblement plan, qui comporte une 
face inf^rieure et une face superieure et qui presente 
au moins une ouverture (12 0) pour le logement de cet 
Element (18) , caracteris6 en ce que : 

- il comprend deux plaques (11, 13) 
10 sensiblement planes, qui sont disposees de part et 

d' autre des faces inferieure et superieure du substrat, 
chacune de ces plaques etant munie, sur sa face 
dispos^e en regard du substrat, d'au moins une 
Electrode (110, 130), cette electrode etant situee en 
15 vis-a-vis de 1" ouverture (120) du substrat (12) ; 

- ces plaques et l f ouverture (120) du 
substrat (12) d^limitent une chanibre (19) qui est 
remplie, en condition d T utilisation du dispositif, d'un 
milieu liquide ; et 

" ; 20 " ? " ' ^S^chacxine des -plaques 'o^M^) 13) disposee de 

part et d 1 autre du substrat (12) comporte au moins un 
canal qui prend naissance a 1 1 int^rieur de ladite 
chambre et qui relie cette derniere £ 1 f exterieur du 
. dispositif. 

25 

2. Dispositif (10) selon la revendication 
1, caract6rise en ce que l 1 ouverture (12 0) du substrat 
(12) comprend une partie superieure, une partie m^diane 
et une partie inferieure coaxiales, les parties 

30 superieure et mediane formant une cuvette pour le 
logement de 1 Element biologique (18), tandis que la 
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partie inferieure forme un espace (125) apte & loger un 
volume de milieu liquide suffisant pour qu'il soit 
possible d'y creer, par aspiration, une depression 
propre a induire un scellement entre ledit element et 
5 ladite cuvette d'une resistance au moins egale k 
1 gigaohm. 

3. Dispositif (10) selon la revendication 

2, caract§rise en ce que la partie sup6rieure de 
10 1 1 ouverture (12 0) du substrat (12) est de forme 

tronconique, tandis que la partie mediane de cette 
ouverture est de forme cylindrique. 

4. Dispositif (10) selon la revendication 
15 3, caracteris€ en ce que la partie superieure de 

1 'ouverture (120) du substrat (12) a son plus grand 
diamdtre cdmpris entre 20 et 100 Jim, son plus petit 
diametre compris entre 10 et 30 Jim et une hauteur 

comprise de 10 a 50 |im, tandis que la partie mediane de 

•if.- 

20 cette ouverture a un diamStre compris entre 0,1 et 1 jLlm 
et une hauteur inferieure ou egale a 100 |im. 

5. Dispositif (10) selon la revendication 

3, caracterise en ce que la partie superieure de 
25 1 1 ouverture (120) du substrat (12) a son plus grand 

diametre compris entre 500 |xm et 1,5 mm, son plus petit 
diametre compris entre 2 00 et 6 00 JLlm et une hauteur 
comprise entre 300 Jim et 10 mm, tandis que la partie 
mediane de cette ouverture prlsente un diametre compris 
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entre 0,1 et 1 fim et une hauteur inferieure ou €gale k 
100 ]xm. 

6. Dispositif (10) selon I 1 une quelconque 
5 des revendi cat ions 2 a 5 , caracterise en ce que la 
partie inferieure de l'ouverture (120) du substrat (12) 
est cylindrique et mesure entre 10 et 100 |xm de 
diametre pour une hauteur de 300 a 700 |im. 

10 7. Dispositif (10) selon l'une quelconque 

des revendications prtcedentes, caractSris<§ en ce que 

le substrat (12) est constitue d'un ou plusieurs 
materiaux micro-usinables. 

15 8. Dispositif (10) selon la revendication 

7 , caracterist en ce que le substrat (12) est a base de 
silicium. 

9. Dispositif selon I'une quelconque des 
20 revendications precedent es, caracteris6 en ce que le 

substrat (12) est forme de dexrx: plaques (121, 123) de 
silicium superpos^es, qui sont solidaires d'une 
membrane (122) intermediaire constitute d'un materiau 
isolant. 

25 

10. Dispositif selon la revendication 9, 
caracterise en ce que la partie superieure de 
l'ouverture (120) du substrat (12) est mdnagSe dans 
I'une des plaques de silicium, la partie mediane de 

30 cette ouverture est m6nag£e dans la membrane 
intermediaire, tandis que la partie inferieure de 
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ladite ouverture est m^nagee dans l 1 autre des plaques 
de silicium. 

11. Dispositif (10) selon I'une quelconque 
5 des revendi cat ions 2 a 10 , caracterise en ce que le 

substrat (12). comprend de plus, sur sa face super ieure , 
un film (126) qui est constitue d'un materiau 
biocompatible et qui est muni d'au moins une ouverture 
(12 7) , cette ouverture etant coaxiale avec la partie 
10 suptrieure de 1 1 ouverture sous-jacente du substrat, de 
meme g#om6trie qu'elle et de section suptrieure & la 
sienne. 

12. Dispositif (10) selon la revendication 
15 11, caracterise en ce que l f ouverture du film (126) est 

tronconique et a son plus grand diametre compris entre 
500 Jim et 1,5 mm, son plus petit diamdtre compris entre 
2 00 et 60 0 \lm et une hauteur comprise entre 300 fXtn et 
1 mm. 

20 

13. Dispositif (10) selon l'une quelconque 
des revendications prec6dentes, caracterise en ce que 
les plaques (11, 13) disposees de part et d 1 autre des 
faces inftrieure et superieure du substrat sont 

25 constitutes d'un materiau isolant, et en ce que les 
electrodes (110, 130) portees par ces plaques sont des 
Electrodes planes, notamment des plots d ! Ag/AgCl~. 

14. Dispositif (10) selon l'une quelconque 
30 des revendications prec€dentes, caracterise en ce que 

la plaque (13) disposte en regard de la face superieure 



B 14141.3 SL 



2844052 



42 

du substrat (12) comporte deux canaux (131, 133) dont 
I'un sert & 1 1 introduction de substances dans la 
charabre (19), tandis que 1 T autre sert a 1» evacuation de 
ces substances hors de cette charabre . 

5 

15. Dispositif (10) selon la revendication 
14, caracterise en ce que les canaux (131, 133) que 
comporte la plaque disposee en regard de la face 
superieure du substrat (12) traverse verticalement 

10 cette plaque . 

16. Dispositif (10) selon l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterise en ce que 
le canal (111) que comporte la plaque (11) disposee en 

■ x 15 regard de la face inferieure du substrat (12) traverse 
verticalement cette plaque. 

17. Dispositif (10) selon l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterise en ce que 

20 l'ouverture (120) du substrat (12), les electrodes 
(110, 130) portSes par les plaques (11, 13) disposees 
de part et d' autre des faces inferieure et superieure 
de ce substrat et le canal (111) que comporte la plaque 
(11) disposee en regard de la face inferieure du 

25 substrat sont coaxiaux. 

18. Dispositif (10) selon l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
comprend des moyens (14, 15) pour itancher la chambre 

30 (19) et amort ir les bruits eiectriques et les 
vibrations provenant du milieu environnant. 
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19. Dispositif (10) selon la revendicat ion 
16, caracterise en ce que les moyens pour itancher la 
chambre et amortir les bruits electriques et les 

5 vibrations provenant du milieu environnant consistent 
en un premier joint (14) , qui est intercale entre le 
substrat (12) et la plaque (11) disposee en regard de 
la face inferieure de ce substrat, et en un deuxidme 
joint (15) , qui est intercale entre le substrat (12) et 

10 la plaque (13) disposee en regard de la face inf6rieure 
de ce substrat, chacun de ces joints 6tant muni d'au 
moins une perforation (140, 150) qui est disposee et 
dimensionnee de mani^re a circonscrire I 1 electrode 
situee sur la plaque au contact de laquelle il se 

15 trouve. 

20. Dispositif (10) selon I'une quelconque 
des revendicat ions precedentes, caracterise en ce que 
le substrat (12) , les plaques (11, 13) disposees de 

20 part et d 1 autre des faces inferieure et sup^rieure de 
ce substrat (12), et les moyens (14,15) pour Stancher 
la chambre et amortir les bruits electriques et les 
vibrations provenant du milieu environnant, lorsque ces 
derniers sont presents, sont des modules qui sont 

25 assembles de mani^re amovible. 

21. Dispositif (10) selon la revendicat ion 
20, caracterise en ce qu'il comprend des moyens (16, 
17) pour maintenir, en condition d' assemblage, le 

30 substrat (12) , les plaques (11, 13) qui sont disposees 
de part et d f autre des faces inferieure et superieure 
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de ce substrat et les moyens (14, 15) pour etancher la 
chambre et amortir les bruits electriques et les 
vibrations provenant du milieu environnant, lorsque ces 
derniers sont presents. 

5 

22 . Dispositif (10) selon l'une quelconque 
des revendications pr6c6dentes, caractgrise en ce que, 
ce dispositif £tant prevu pour mesurer en parallele 
l ! activite 61ectrique de plusieurs elements 
10 biologiques : 

— le substrat (12) presente une plurality 
d'ouvertures (120) identiques et r^gulierement espac£es 
les unes des autres ; 

— les plaques (11, 13) disposees de part et 
15 d 1 autre des faces inf^rieure et superieure de ce 

substrat sont des circuits imprimes qui sont munis 
chacun d 1 autant d 1 electrodes (110, 13 0) que le substrat 
(12) comporte d'ouvertures ; 

— la plaque (11) disposee en regard de la 
20 face inf^rieure du substrat comporte au moins autant de 

canaux (111) que le substrat (12) comporte 
d * ouvertures ; 

— la plaque (13) disposee en regard de la 
face superieure du substrat comporte au moins autant de 

25 canaux (131) pour 1 1 introduction de substances et au 
moins autant de canaux (132) pour 1 ' evacuation de 
substances que le substrat comporte d'ouvertures ; 
ledit substrat et ses ouvertures, lesdites plaques, 
lesdites electrodes et lesdits canaux £tant tels que 

30 pr6c6demment definis. 
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23. Dispositif (10) selon la revendication 
22, caracterise en ce qu'il comprend deux joints 
identiques, munis chacun d'autant de perforations que 
le substrat comporte d'ouvertures, ces joints et ces 

5 perforations etant tels que prec^demment definis. 

24. Dispositif (10) selon la revendication 
22 ou la revendication 23, caracteris6 en ce qu'il 
comprend deux pinces identiques qui s'emboxtent sur les 

10 bords de 1 1 empilement • constituS par le substrat, les 
plaques disposees de part et d 1 autre des faces 
inferieure et superieure de ce substrat et les joints. 

25. Application d'un dispositif (10) tel 
15 que defini dans l'une quelconque des revendi cat ions 1 a 

24, pour le criblage de molecules & vis€e 
therapeutique . 

26. Application d f un dispositif (10) tel 
20 que defini dans l'uiie quelconque des revendi cat ions 1 a 

24, pour le diagnostic de pathologies li6es £ un 
dysf onctionnement des .canaux ioniques. 

27. Application d'un dispositif (10) tel 
25 que defini dans l'une quelconque des revendications 1 & 

24, pour la detection de substances toxiques. 
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